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ن 


تشخیص اختصاصی آفلاتوکسین 1) بر مبنای رنگ‌سنحی آپتاسنسور به‌وسیله سوسپانسیون 
نانو ذرات طلا شده 


آرزو هاشم‌نی- وحید حکیم زاده۶" 


تاریخ دریافت: 1390611/21 
تاریخ پذدیرش: 1398/0/17 
چکیده 
آفلاتوکسین‌ها سموم فارچی طبیعی هستند که از گونه‌های قارچ آسپرزیلوس مانند آسپرزیلوس فلاووس و آسپرزیلوس پارازتتیکوس نات می‌گیرند. این سموم اگر از راه مواد خوراکی 
وارد بدن شوند می‌توانند سرطانزا باشند روش‌های تشخیصی متفاوتی برلی آفلاتوکسین وجود دارد که زمان‌بر و پرهزینه می‌باشد روش آپتاسنسورهای رنگ‌سنجی به‌وسیله نو ذرات طلای 


سوسپاسیون شده در آب» روشی سریج و اختصاصی می‌باشد که با استفلده از یک طکول شناساگر با درجه اتخیی بلاانجام می‌شود در این پژوهش آلمری با تولی 
۸۵0۵0۵00۵ ۲100۵0 ۲0/۲0/0۲00 ۲0۲0۲0۲0۲010 10000۵:00 7) برای تشخیص چهار آفلاتوکیسن ۱ظ 2 ,6 و و 


استفاده شد نتایج نشان داد که اين آپتامر به‌طور اختصاصی توانایی تشخیص آفلاتوکیسن (1) را داشت به نحوی که هنگام اضافه شدن آفلاتوکسین 2۱) به محلول حاوی آپتامر و نلوذرات 
لاه لیر مج شیر تکار مه وازفگق خرات طلا عد مشود وستب فلخت شین مین کرفکه بیس از ها شنت ایس تنوذرات تراسا له بلاقا نله جع و سوب فده که متحر بو ین 


رنگ از قرمز به بنفش می‌گردند. اما در مورد سایر آفلاتوکسین های مورد بررسی چنین تقییر رنگی مشاهده نشد که نشان‌دهنده آن است که اين آپتامر در بر آن‌ها به قییر ساختار حساس 
فینت و اختضناضی "عم میک 


واژه‌های کلیدی: آپتامر آفلاتوکسین, بیوسنسور سوسپانسیون, نانوذرات طلا 


مقدمه 

هنگامی که اندازهماده به مقیاس طولی در حد نانومتر (طول حرکت 
لکترونی که خواص ماده را تعیین می کند) کاهش می یابد خواص 
الکترونی و بنابراین خواص شیمیایی آن به شدت تغییر می‌کند. در 
نانوذراتی مانند طلا و نقره نوسان منسجم تجمعی از الکترون‌ها در نوار 
رسانش» میدان‌های الکتریکی سطحی بزرگی را اقا می‌کند که در 
صورت برهمکنش با تابش رزونانسی الکترومغناطیسی» خواص تابشی 
آن ها به شدت افزایش می‌یابد (2001 ,1-۹2/60). این روند باعث 
می‌گردد فرآیند جذبی این نانوذرات چندین برابر نیرومندتر از فرآیند 
جذبی قویترین مولکول‌های جاذب شود و نور پراکنده شده از آن‌ها نیز 
چندین برابر شدیدتر از فلورسانس رنگ‌های آلی باشد (-1 4مه 1 
8 ,6زطممنه ۲۷ :1999 ,ههعبوم6), این خواص منحصر به‌فرد» 
پتانسیل بالایی را برای این نانوذرات فراهم می‌کند تا بتوانند در بسیاری 
از کاربردها مانند سنسورهای بیوشیمیایی» تصویربرداری بیولوژی و 
درمان‌های پزشکی مورد استفاده قرار گیرند ( ٩۲0,‏ 4ع2 40صاع۴ 
3 .۵ ۵ ۳11500 20 1996 .]۵ 6 ۱۷۲۱ :964 


1 و 2- به‌ترتیب دانشجوی کارشناسی ارشد و استادیار گروه علوم وصنایع غذایی» 
واحد قوچان. دانشگاه آزاد اسلامی» قوچان» ایران, 


سوسپانسیون نانوذرات طلا هنگامی که در معرض یک پرتو نور سفید 
قرار می‌گیرد. نور رنگی پراکنده می‌کند و می‌تواند همانند محلول‌های 
فلورسانس ظاهر شوند (2006 ,.۵1 6 هگ همه 2004 ,عتاددط). 
پراکندگی نور به اندازه شکل وکامپوزیت نانوذرات حساس است 
به‌طوریکه نانوذرات کروی با اندازه 38 نانومتره نور سبز و هنگامی که 
0 نانومتر باشد. نور زرد را پراکنده می‌کنند. از این نظرء نانوذرات طلا 
دارای پتانسیل بالایی برای کاربردهای تصویربرداری پزشکی می‌باشند 
(2011 ,۸1 0 نت۸0 اگرچه احتمال سمیت نانوذرات مانند نانوذرات 
نقره وجود دارد اما نانوذرات طلا دارای سمیت نیست ( ,۵1 2۶ ۳25 
07 

آپتامرها الیگونو کلئوتیدهای کوتاه تک رشته‌ای ۸( و یا 11۸۵ 
و یا پروتئین‌های اختصاصی هستند که این توانایی را دارند که به‌طور 
اختصاصی به هدفشان متصل شوند پایه و اساس شناسایی هدف توسط 
آپتامرهاه ساختار سوم تشکیل شده توسط آن‌ها می‌باشد ( 24 121ظ 
7 .۵ 6 عتناطاجماا0٩‏ :2005 ,0 آپتامر ها آنقدر 


(* - نویسنده مسئول: ۵1۵80060۴0 طمم2صن هط ۲۰ :اتمحصط) 
0 102206711501 :]10 
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تشخیص بدهند به‌طوری که حتی بین دو هدف مرتبط و نزدیک به هم 
از نظر ساختاری مانند کافتین و تتوفیلین تفاوت قائل می‌شوند 
(2007 ,.۸1 01 ع8001]600۲). یکی از مزیت‌های مهم آپتامرها نسبت 
به آنتی‌بادی‌ها» اندازه کوچکتر آن‌ها می‌باشد که سبب نفوذ راحت‌تر و 
ایمونولوژی نداشته و یا میزان آن ها بسیار کم است. در ضمن به‌راحتی 
آن ها را با هزینه کم تولید کرد به‌علاوه چون به‌صورت برون‌تنی تههیه 
می‌شوند بدون نگرانی از نظر سمیت و ایمونولوژی قابل استفاده هستند. 
اختصاصیت و تمایل برای هدف اگر بیشتر از آنتی‌بادی نباشند کمتر از 
آن‌ها تیستند ( :2006 .61 6۶ ۲۱۵0۵ :2007 رتم‌وطم۱1ا9 مه میم 
6 ,0 6 هدا0). بنابراین بیوسنسورهایی که از آپتامرها 
به‌عنوان عناصر شناسایی‌کننده زیستی استفاده می‌کنند. به‌عنوان 
آپتاسنسور شناخته می‌شوند / 0 ۳۱۵۵۵۵8 :2011 .6۵ 61 200۲ 
0 ,۳۵۱0). 

عمدتا از خانواده آسپرژیلوس‌ها هستند برروی خوراک دام و مواد غذایی 
رشد می‌کنند و نسبت به سایر سموم قارچی به علت اثرات سرطان زاتی 
و ایجاد مسمومیت‌های حاد از اهمیت بیشتری برخوردارند. در طبیعت 
چهار نوع آفلاتوکسین اصلی شامل ,3 32 ,0 و < و دو نوع 
محصولات متابولیکی از آنها به نام‌های ۳/۴ و ۱/۳ وجود دارند که 
می‌توانند خوراکهای دام و انسان همانند ذرت سورگوم. گندم. سویاه 
کنجاله پنبه دانه, بادام‌زمینی» آجیل‌ها و خشکبار را آلوده سازند( ۸16 
4 ,. 6). در اين تحقیق با توجه به زیان‌های زیاد ناشی از 
سریع این سموم به روش آپتاسنسور مورد بررسی قرار گرفت. 


مواد و روئش‌ها 

سنتز و آماده‌سازی نانوذرات طلا 

ابتدا محلول با غلظت ل میلی‌مولار از نمک تتراکلرید طلا تهیه 
شد و سپس 2 میلی‌لیتر از آن به حجم 1600 میلی‌لیتر رسانده شد و 
هنگام حرارت دادن آن مقدار 0 میلی‌لیتر سیترات سدیم 39 نانومولار 
نیز به آن اضافه گردید. محلول پس ار 20 دقیقه حرارت دادن برای سرد 
شده به داخل یخجال انتقال یافت. 

برای هر تست میزان نانوگلد مورد نیاز طی دومرحله با سرعت 
م:12000 در دمای اتاق به مدت 20 دقیقه سانتریفوژ گردید. به این 
صورت که پس از اتمام دور اول سانتریفوژ مایع روبی یا سوپرنانت 
برداشته شد و با آب مقطر مخلوط و دوباره سانتریفوژ گردید. در نهایت 


سوپرنانت به‌دست آمده از مرحله دوم با مالس میکرولیتر آب مقطر 
به خوبی مخلوط گردید(2004 ,.۵1 6 تفلحقطک), 


سنتز آپتامر 

آپتامرها طی فرایند»۴ ۹۳1 ( ۶ه حمتاساهظ عنامه‌اور5) 
اصعحصط‌تصط متاصعممص ره ول‌صمعن1 انتخاب و تکثیر شدند 
فرآیند ۹۳2172 یک تکنیک برون‌تنی برای انتخاب» تکثیر و غنی‌سازی 
الیگونوکلئتوتیدهای تک رشته‌ای (که برای هدف مورد نظر اختصاصی 
هستند) از میان کتابخانه‌ای از توالی اسیدهای نوکلئیک به شکل 
تصادفی است (2007 ,طلهصنع00 :1996 ,۵1 ۵1 ونحدط), نقطه شروع 
در فرآیند 5۳1,۳26 ایجاد خزانه‌ای از ۸( يا ۷۸۵( است که حاوی 
135 - 133 قطعه تک رشته‌ای از ۸( باشد. معمولاً توالی منطقه 
وسط رشته‌ها تصادفی و حاوی حدوطل 20 نوکلئوتید است اما دو 
توالی مشخص و ثابت در دو طرف آن‌ها وجود دارد که حدوداً حاوی 
181 نو کلئوتید است (2007 .۵1 ۶ عسطاههناما؟), 

مراحل فرآیند 51۳6 به‌صورت خلاصه شامل مراحل زیر است: 

1 اتصال: اتصال نو کلئوتیدها به مولکول هدف 

2 شستشو: جداسازی کمپلکس آپتامر- هدف از سایر 
نو کلئوتیدهای باند نشده 

3 جداسازی: جداسازی آپتامر از هدف مربوطه 

۵ تکثیر: تکثیر آپتامر مورد نظر توسط ۳5 به‌منظور اصلاح 
خصوصیات آپتامرهای انتخاب شده 

6 آماده‌سازی: شامل جدا کردن دو رشته ۸( و کاهش غلظت 
هدف به‌منظور افزايش تمایل آپتامرهای انتخاب شده ( 04 1اظ 
7 .0 6 تتناطاصما ما٩‏ :2005 ,10 


غلظت‌سازی آفلاتو کسین‌ها 
آفلاتو کسین‌های 2 ,رت ,دظ ,رظ از شرکت سیکما خریده شد. 


سپس غلظت‌های مختلفی برای ساختن محلول‌های استوک از صفر تا 
0 نانومولار تهیه شد (2014 .6۵1 تحنصم)؛ 


روش انجام آزمون 

آزمون در یک پلیت90 خانه انجام شد و برای هر غلظت سه تکرار 
در نظر گرفته شد. در هر آزمون 1600 میکرولیتر از محلول نانوذرات طلا 
آماده شده در مرحله قبل در 11 غلظت و سه تکرار در خانه‌های پلیت 
تزریق شد. سپس طّ میکرولیتر از آپتامر با غلظت3 میکرومول به همراه 
10 میکرولیتر آب مقطر به خانه‌ها اضافه گردید و به مدت 3 دقیقه در 
دمای اتاق گرمخانه گذاری شد. پس از گذشت این مدت 20 میکرولیتر 
از غلظت‌های مختلف آفلاتوکسین به همراه ط میکرولیتر محلول نمک 
2 مولار و39 میکرولیتر آب مقطر به خانه‌ها اضافه شد و پس از اختلاط 


دقیق آن ( از طریق مکش و رانش سمپلر که اصطلاحا 1200 ک و1 
نام دارد) در دستگاه الایزاریدر میزان جذب آن قرائت گردید 


تجزیه و تحلیل آماری داده‌ها 
نتایج به‌دست آمده از این پژوهش با استفاده از نرم‌افزار 1605) مورد 
ارزیابی قرار گرفت و برای رسم نمودارها از نرم‌افزار اکسل استفاده شد. 


نتایج و بحث 

آفلاتو کسین ۰ 

میزان جذب محلول‌هایی که با آلاتوکسین ,2) مخلوط شده است 
را می‌توان در شکل 1 مشاهده کرد همانطور که حر کل دیده می‌شود 
نمونه‌ها در دو طول موج 520 ول نانومتر بیشترین جذب را داشتند 
همانطور که می‌دانيم ذرات طلا در (3 نانومتر بیشترین جذب را دارند 
اما وقتی که ذرات طلا تجمع می‌یابند در 00 نانومتر بیشترین جذب را 
خواهند داشت. بنابراین می‌توان نتیجه گرفت که آفلاتوکسین 6 به 
این آپتامر اتصال برقرار کرده است. به عبارت دیگر» آپتامری که در ابتدا 
با نانوذرات طلا اتصال برقرار کرده بود پس از اضافه کردن آفلاتوکسین 
از ذرات طلا جدا شده و به آفلاتوکسین متصل شد و ذرات طلا تجمع 
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یافتند. این تغییر رنگ با چشم مشاهده شد و رنگ نانوذرات طلا پس 
از آگلومره شدن از قرمز به بنفش تغییر رنگ می‌دهند. از نتایج به‌دست 
آمده می‌توان نتیجه گرفت که این آپتامر برای آفلاتو کسین 2) هدفمند 
بوده و قادر به شناسایی آن بر اساس رنگ‌سنجی می‌باشد 

چن و همکاران (2013) از یک روش کالریمتریک ساده و مشابه 
برای تشخیص یون پتاسیم استفاده کردند. آزمایش‌های کالریمتریک در 
نتایج این محققین نشان داد که پس از اضافه کردن یون *>1 کمپلکس 
*>-تاصه در محلول از ساختار پیچشی به ساختار فشرده و سختی به 
نام *002070016-) تغییر می‌کند. که این ساختار باعث تغییر رنگ از 


قرمز به بنفش می‌شود که این تغییر رنگ قابل مشاهده است و با چشم 


مسلح دیده می‌شود. در تحقیق مشابه دیگر تاکور و همکاران (2013) 
از تکنیک بیوسنسور کالریمتریک توسط آپتامر بر پایه نانوذرات‌طللا برای 
تشخیص ژن ۳53 که یک پروتئین سرکوبگر تومور است. استفاده 
کردند. نتایج این محققین نشان داد که دفع ۳53 از سطح سوسپانسیون 
نانوذرات طلا و اتصال آن به آپتامر 121۸ باعث تجمع نانوذرات طلا 
شیاه و طر تجچه مقر ید قییر رلک سومب‌السیون از قرمز بهبلفتن 
گردید. 


0) سس 
5.() سح 
۷ 2 سس 

5 سح 
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شکل 1 - نمودار شدت جذب برای نمونه های حاوی آفلاتوکسین .06 


آفلاتو کسین ش 

همانطور که در نمودار جذب مربوط به نمونه‌های حاوی 
آفلاتوکسین <) دیده می‌شود (شکل2) بیشترین جذب فقط در طول 
موج 240 نانومتر اتفاق افتاد و از آن به بعد میزان جذب روند نزولی 
داشت. به عبارت دیگر میزان جذب فقط مربوط به نانوذرات طلا بوده و 
بعد ازآن ذرات طلا نتوانستند با هم تجمع پیدا کنند. به بیان دیگر آپتامر 
با آفلاتوکسین 6 اتصالی نذاشته و این آپتامر برای. تشخیص 
آفلانوکسین «) هدفمند نیست. 

آفلاتو کسین رظ 


نمونه‌های حاوی آفلاتوکسین ۱ظ نیزییشترین جذب را در 320 
نانومتر نشان دادند و میزان جذب در طول موج‌های بعدی کاهشی بود 
بنابراین می‌توان نتیجه گرفت که این آپتامر نیز برای آفلاتوکسین 13 
هدفمند نبوده و قابلیت اتصال به آن و آزادسازی نانوذرات طلا را ندارد 


(شکل 3). 


آفلاتو کسین 2 

همانطور که در شکل 4 نیز دیده می‌شود نمونه‌های حاوی 
آفلاتوکسین 32 هم نتوانستند با آپنامر مد نظر اتصال برقرار کنند و در 
نتیجه ذرات طلای سوسپانسیون شده به‌صورت مجتمع در نیامده و 
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جذب دیگری را پس از 2 نانومتر نشان ندادند. از اين‌رو این آپتامر در شکل 2 نیز می‌توان به وضوح تغییر رنگ نمونه های حاوی 
سایر آفلاتو کسین‌ها این تغییر رنگ دیده نمی‌شود. 


0.7 ۱۳۳ 
06 
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0 / 30 سس 
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شکل 2 - نمودار شدت جذب برای نمونه‌های حاوی آفلاتوکسین 62 
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شکل 4 - نمودار شدت جذب برای نمونه‌های حاوی آفلاتوکسین 12 


تشخیص اختصاصی آفلاتو کسین 61 بر مبنای -. 437 


شکل 5 - تفاوت تغییر رنگ نمونه‌های حاوی آفلاتوکسین 1 (چپ) با سایرنمونه‌ها (راست) 


نتیجه گیری برای آفلاتوکسین ,0 نشان داده شد و اين آپتامر توانایی اتصال به سایر 

بهطور کلی اساس این تشخیص تمایل بالای آپتامر مذکور رای آفلاتوکسین ها یمنی ۸6 ,3 و «3 در حضور ننوذرات را نداشت. این 
اتصال به آفلاتوکسین مناسب و در نتیجه جدا شدن از نانوذرات طلا آپتاسنسور توانایی کاربرد تشخیصی را برای موارد مختلفی مانند وجود 
بود که منجر شد نانوذرات طلا پس از جدا شدن تجمع يافته و با تغییر آفلاتو کسین در غلات و دانه های روغنی دارد 


رنگ از قرمز به بنفش در طول موج دیگری جذب بالایی را نشان دهند. 
در این تحقیق تمایل اتصال اين آپتامر در حضور نانوذرات طلا فقط 
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فص معتاتهمم0۳ حمتامعه مطا رعلقعه طاعمع۱ ععاعمهمصهه عط 6۵ ۲600060 و1 لمتتع‌اقهه 2 ۵۶ ٩12۵‏ عطا م۲۷۱۷ ۱0۳۵0۵ 
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ععطا ۵ وفومممتن صمتاممدصاه مطا معمتهه فعمعمتم فنط1. امرتفطه ومفند فمتاممومم عصهن2 تتقطا. رحمت)هنل20؟ معصقعمومر 
تتقط صرح فملنامعاممص مولع قمعممد مطا ۵۶ قومعمعن ممتانتموماه فطل صقطا تهم‌ممه فمصتا ۵۷۵2و وه من 2۵00270165 
2 0۲0۷106 وعتاه۳0۵ مناوتصا 1۳3656 .100۲۵86۵۵66 ولهتتمنههه منصهوعه مطاً صقط فصمصا معمصط فمصصتا له۵7۵۲و و ون 0عتمننل2عو 
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